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(57) Abstract 

The compound (W-Z-M) of the in- 
vention comprises an element (M) se- 
lected from the group consisting of mark- 
ers and therapeutic agents having an in- 
tracellulary active site (S.A), linked to 
a ligand (W-Z) that comprises an aim 
(Z) linked to a terminal grouping (W). 

ompound is characterized in that the 
binding between the arm (Z) of the lig- 
and (W-Z) and the element (M) prevents 
the compound (W-Z-M) from penetrating 
within the cells and/or inhibits expression 
of the marker (M). The invention is also 
characterized in that this binding is se- 
lectively separable by factors secreted by 
target cells so as to enable the marker (M) 
be expressed in the target cells or the 
therapeutic agent (M) to penetrate therein, 
" ' l that the terminal grouping (W) en- 
sures that the compound (W-Z-M) is sta- 
ble in serum and circulating blood. 
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10 COMPOSES. COMPOS TTT ON pharmapetitt o ub bt iitspostttf np 
DIAGNOSTIC I.KR mMPREMAMT et tb ur trPTT.Tga^Tn^ , 

Obiet da 1 ' invent-i » n , 

La presente invention concerne des nouveaux 
15 composes, la composition pharmaceutic^ et le dispositif de 
diagnostic les comprenant et 1 'utilisation de ceux-ci pour 
la preparation de medicaments destines au traitement et/ou 
pour le diagnostic de tumeurs cancereuses et/ou de reactions 
inf lammatoires . 

20 Etat dQ la technique Bt arriera-plan ^rhnnl QfT im,» a la h» a 

de 1 'invention. 

De nombreux agents tumoraux, tels que les 
anthracyclines et les alcaloides vinca, ont ete developpes 
ces dernieres annees et sont particulierement efficaces pour 

25 le traitement des cancers. Cependant, ces molecules sont 
souvent caracterisees in vivo par une toxicite aigue, en 
particulier une toxicite medullaire et muqueuse ainsi qu'une 
toxicite chronique cardiaque chez les anthracyclines et 
neurologique chez les alcaloides vinca. 

30 Aussi, on a cherche a developper des agents 

antitumoraux plus specif iques, de maniere a ce qu'ils soient 
plus efficaces contre les cellules tumorales, et par 
consequent, a diminuer les effets secondaires de ces produits 
(toxicite, destruction de cellules non tumorales, ...). 
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Le brevet US-4,296,105 decrit des derives de 
doxorubicin lies a un acide amine, 6ventuellement substitue, 
qui possedent in vitro une activite antitumorale plus elevee 
et une toxicite plus faible que la doxorubicins 
5 Cependant, comme ces derives ont un site d' action 

intracellular, ces molecules sont encore susceptibles de 
P 6netrer dans les cellules tumorales et dans les cellules 
normales . 

Aussi, ces dernieres annees, de nouveaux agents 
) therapeutiques ont ete proposes sous forme de prodrogues. 

Les prodrogues sont des molecules susceptibles de 
se transformer en drogues (composes therapeutiques actifs) 
par certaines modifications chimiques ou enzymatiques de leur 
structure. 

Cependant, ces prodrogues sont egalement 
caracterisees par une faible stabilite dans le sang et le 
s6rum, qui comportent des enzymes qui inactivent ces 
molecules . 

Les documents Chemical Abstract 97:150635, Journal 
of Medicinal Chemistry, Vol. 23, pp. 1171-1174 (1980); Drugs 
Exp. Clin., Vol. 9, pp. 303-311 (1983); Journal of Medical 
Chemistry, Vol. 23, pp. 1166-1170 (1980) et la demande de 
brevet BE-B82.541 decrivent des prodrogues comprenant un 
vecteur lie par un bras peptidique a la drogue. De 
preference, le bras est constitue de quatre amino-acides et 
est lie par sa fonction carboxylique libre a la fonction 
amine libre de derives d' anthracyclines telles que la 
daunorubicine . 

En outre, le bras de ces prodrogues est lie par sa 
fonction amine libre a un vecteur constitue d'une 
macromolecule (proteine telle que la BSA, des 
immunoglobulines, ...) qui permet l'endocytose selective de 
la prodrogue par des cellules cibles. 

II est egalement connu que le methotrexate peut 
Stre utilise pour le traitement de reactions inf lammatoires 
telles que les rhumatismes, mais sa toxicite elevee limite 
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ses applications. 

Buts da I'-invflntiftn. 

La presente invention vise a fournir de nouveaux 
composes comprenant un agent therapeutique antitumoral ou un 
5 marqueur, en particulier des prodrogues comprenant un agent 
therapeutique antitumoral, presentant des propriety 
therapeutiques ameliorees par rapport aux produits de l'etat 
de la technique, en particulier des proprietes therapeutiques 
ameliorees dans le traitement des tumeurs cancereuses et/ou 
10 dans le traitement des reactions inflammatoires telles que 
les rhumatismes. 

Un but particulier de la presente invention vise 
a obtenir des prodrogues qui presentent une specificite 
d* action elevee, une toxicite reduite et une stabilite 
15 amelioree dans le serum et le sang. 

Un but complementaire de la presente invention vise 
a obtenir des composes comprenant un marqueur permettant de 
caracteriser des tumeurs (diagnostic, evolution de la tumeur, 
dosage des facteurs secretes par les cellules 
20 tumorales, . . . ) . 

Elements narant6riflticniea de la presente invention. 

La presente invention concerne des composes (W-Z-M) 
comprenant un element choisi parmi le groupe constitue par 
les marqueurs et les agents therapeutiques, de preference 
25 antitumoraux et/ou anti-inf lammatoires, possedant un site 
actif intracellulaire (S.A.), lie a un ligand (W-Z) 
comprenant un bras (Z) lie a un groupement terminal (W) dans 
lequel la liaison entre le bras (Z) du ligand (W-Z) et 
1' element (M) empeche la penetration cellulaire du compose 
30 (W-z-M) et/ou inhibe 1' expression du marqueur (M) ; dans 
lequel cette liaison est clivable selectivement par des 
facteurs secretes par des cellules cibles, de maniere a 
permettre 1' expression du marqueur (M) et/ou la penetration 
de l 1 agent therapeutique (M) dans lesdites cellules cibles, 
35 et dans lequel le groupement terminal (W) assure la stabilite 
du compose (W-Z-M) dans le serum et dans le sang circulant. 
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On entend par facteurs secretes par des cellules 
cibl.es, en particulier par des cellules tumorales et des 
cellules impliquees dans les reactions inf lammatoires 
(macrophages, monocytes, des enzymes telles que des 

proteases ou peptidases, secretees de maniere specifique dans 
le milieu extracellulaire par lesdites cellules. 

Ces enzymes sont done susceptibles de cliver 
select! vement la liaison existant entre 1' element (M) et le 
bras (Z) du ligand (W-Z) de maniere a permettre 1' expression 
du marqueur: avantageusement dans 1 ' environnement desdites 
cellules' et/ou la penetration de 1'agent therapeutique, 
preferentiellement dans lesdites cellules, et d' assurer de 
cette maniere leur destruction et/ou de bloquer leur 
proliferation. 

La liaison entre le groupement terminal (W) et le 
bras (Z) ainsi que la liaison entre le bras (Z) et 1' element 
(M) peuvent etre tout type de liaison covalente, n'affectant 
pas les proprietes du compose (W-Z-M) selon 1' invention. 

On entend par liaison entre le bras (Z) du ligand 
(W-Z) et le marqueur (M) inhibant 1' expression du marqueur 
(M), toute liaison covalente empechant la detection et/ou la 
quantification du marqueur (M) . 

L ' expression du marqueur (M) libre peut etre 
detectee par tout procede ou dispositif bien connu de 1' Homme 
du Metier, par exemple par detection par coloration, 
fluorescence, bioluminescence, chemoluminescence, 
impliquant eventuellement un ou plusieurs reactifs 
intermediaires . 

De preference, ledit marqueur est choisi parmi le 
groupe constitue par la coumarine, la 7-amido-4- 
trifluoromethyle coumarine, la paranitroanilide (qui peut 
etre caracterisee sous sa forme libre par colorimetrie apres 
reaction de diazotation) , la B-naphtylamide et la 4-methoxy- 
fl-naphtylamide, et est susceptible d'etre detecte par 
fluorescence lorsqu'il n'est plus lie au ligand (W-Z) . 
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On entend par groupement terminal (W) assurant la 
stability du compose selon 1- invention dans le serum et dans 
le sang circulant, tout groupement qui reduit ou inhibe le 
clivage du compose selon 1' invention dans le serum et le sang 
circulant, en particulier qui reduit ou inhibe l'hydrolyse 
du compose selon 1' invention par des proteinases et 
peptidases presentes dans le serum et/ou le sang circulant, 
en particulier les peptidases et proteinases associees aux 
globules rouges. 

En particulier, un groupement terminal (W) assure 
la stabilite du compose selon 1' invention lorsque moins de 
20%, de preference moins de 2%, du compose est clive par 
lesdites enzymes pendant sa conservation dans du sang humain 
a 37°c pendant plus de 2 heures. 

De preference, ce groupement terminal (W) est 
choisi parmi le groupe constitue par les acides amines non 
presents chez les mammiferes (c'est-a-dire les acides amines 
non encodables genet iquement par les mammiferes) ou un 
groupement succinyl. 

Selon une forme d' execution preferee de 
1' invention, le groupement (W) est la fl-Alanine de formule : 
NH 2 - CH 2 - CH 2 - COOH, lie par sa fonction carboxylique au 
bras (Z) . 

Le bras (Z) peut etre constitue par toute structure 
chimique (polysaccharides, peptides, ...) dont la liaison a 
1' element (M) est susceptible d'etre clivee selectivement par 
les facteurs secretes par les cellules cibles de maniere a 
permettre 1 'expression du marqueur (M) dans 1 ' environnement 
desdites cellules et/ou la penetration de 1' agent 
therapeutique (M) preferentiellement dans lesdites cellules. 

Selon 1' invention, la liaison entre 1' element (M) 
et le bras (Z) du ligand (W-Z) consiste en un lien 
peptidique. De preference, le bras (Z) est un peptide 
constitue d'au moins deux acides amines eventuellement 
substitues. 

Le bras (Z) du ligand (W-Z) est constitue de 
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preference p ar ia succession des acides amines suivants : 
Leucyl-L-Alanyl-L-Leucyl, L-Leucyl-L-Alanyl ou L-Alanyl-L- 
Leucyl-L-Phenylalanyl ou L-Alanyl-L-Leucyl, lies par leur 
fonction carboxylique a 1' element (M) . 
5 Selon 1' invention, !• agent therapeutique (M) est 

scat un agent therapeutique utilise en chimiotherapie du 
cancer, de preference choisi parmi les agents therapeutique* 
d*crita par Bruce A. Chabner et Jerry m. Collins (Cancer 
Chemotherapy, Lippincott Ed., ISBN 0-397-50900-6 (19 90 , ) 
> soit un anti-inflammatoire tel que i. methotrexate; et 
susceptible de se fixer au ligand (W-2), de pr6ference par 
un Hen peptidique au groupement (Z) du ligand (W-Z) . 

En particulier, 1 'agent therapeutique est choisi 
parmi l e gr0 upe constitue par les anthracyclines, les derives 
' d'acade folique, les alcaloldes vinca, le mitoxanthrone, la 
calicheamycine, le cytosine arabinoside (ARA-C) , l'adenosine 
arabinoside (ARA-A) , le fludarabine phosphate, le melphalan, 
la bleomycine, la mitomycine, la L-canavanine, les taxoides 
la camptothecine et leurs derives, en particulier le 
TOPOTECAN ® (hydrochlorure de 9-dimethylaminomethyle-10- 
hydroxy camptothecine), les derives de f luorochromes, tela 
que la rhodamine 123 et ses derives, en particulier les 
isothiocyanates de rhodamine, eventuellement lies a un acide 
amine substitue ou non. La substitution sur 1' acide amine 
peut etre toute substitution n'affectant pas les propriety 
du compose (W-Z-M) selon 1 'invention. 

On entend par derives de ces molecules, lesdites 
molecules modifies par un groupement chimique permettant 
leur fixation au bras (Z) du ligand (W-Z) par un l ien 
covalent qui n'affecte pas l'activite therapeutique de la 
molecule originale. 

De preference, dans le compose selon 1' invention, 
1' agent therapeutique (M) est choisi parmi le groupe des 
anthracyclines, en particulier la doxorubicine (DOX) et la 
daunorubicine (DNR) , eventuellement liees a un acide amine 
substitue ou non. 
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Avantageusement, 1- agent therapeutique correspond 
& la formule generale : 
O OH 

96fo<o c r H '- Rl 

CHjO O OH I P 



■ . "° i 

0—CH-CH2-CH-CHOH-CH-CHJ 

wh-R 2 

dans laquelle : 

R 1 est un atome d'hydrogene ou un groupement OH, 
- R 2 est un atome d'hydrogene ou un radical de formule 

R 3 CH CO - 

R 4 NH 

dans laquelle : 

- R 3 est un atome d'hydrogene ou un radical alkyle, 
eventuellement substitue, 

- R 4 represente un atome d'hydrogene ou forme avec 
R 3 un radical alkylene comportant 3 ou 4 atomes de carbone. 

De preference, R 2 est un radical de formule : 

CH CH 2 CH CO - Ueucyle) , 

NH, 



. CH CO- (phenylalanine), 

NH, 



ou un de leurs isomeres. 

Selon une forme d' execution preferee de 
1' invention, le compose est la BAlanyl-L-Leucyl-L-Alanyl-L- 
Leucyl-daunorubicine (identifiee par fiAla-Leu-Ala-Leu-DNR 
partout ci-dessous), la BAlanyl-L-Leucyl-L-Alanyl-L-Leucyl- 
doxorubicine (identifiee par JJAla-Leu-Ala-Leu-DOX partout ci- 
dessous), la AAlanyl-L-Alanyl-L-Leucyl-L-Phenylalanyl- 



Copied from 09879443 on 07/21/2004 



PCT/BE95/00076 



daunorubicine (identifiee par AAla-Ala-Leu-Phe-DNR partout 
ci-dessous) ou la BAlanyl-L-Alanyl-L-Leucyl-L-Phenylalanyl- 
doxorubicine (identifiee par AAla-Ala-Leu-Phe-DOX partout ci- 
dessous) . 

5 La presente invention concerne egalement la 

composition pharmaceutique coiaprenant le compose selon 
1' invention et eventuellement un adjuvant ou vehicule 
pharmaceutique acceptable. 

Ces compositions peuvent par exemple etre 

I adminis trees par voie parenteral ou intraveineuse. Les 
compositions selon 1 ' invention pour administration par voie 
parenteral peuvent etre notamment des solutions steriles 
aqueuses ou non aqueuses, des suspensions ou des emulsions. 
Comme solvant ou vehicule pharmaceutique acceptable, on peut 
employer le propylene-glycol, le polyethylene-glycol, des 
esters organiques injectables, par exemple l'oleate d'ethyle, 
ou les cyclodextrines. Ces compositions peuvent egalement 
comprendre des agents mouillants, emulsifiants et/ou 
dispersants. 

La sterilisation peut se faire de plusieurs facons, 
par exemple a l'aide d'un filtre bacteriologique en 
incorporant a la composition des agents sterilisants, ou par 
irradiation. Elles peuvent egalement etre preparees sous 
forme de compositions solides steriles, qui peuvent etre 
dissoutes au moment de l'emploi dans de l'eau sterile ou tout 
autre milieu sterile injectable. 

La presente invention peut egalement comprendre des 
adjuvants bien connus de 1' Homme du Metier (vitamine C, 
agents antioxydants, ...) pouvant etre utilises en synergie 
avec le compose selon 1- invention pour ameliorer et prolonger 
le traitement des tumeurs cancereuses. 

Les doses d' administration minimales des composes 
selon 1' invention a un patient, sont les doses habituelles 
des agents therapeutiques antitumoraux susmentionnes, telles 
que notamment decrites par Bruce A. Chabner et Jerry M. 
Collins (Cancer Chemotherapy, Lippincott Ed., ISBN 0-397- 
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50900-6 (1990)) ou des doses d» administration plus elevees. 

Les doses administrees varient done en fonction de 
1' agent therapeutique utilise pour la preparation du compose 
selon 1* invention. 

La presente invention concerne 1* utilisation de la 
composition pharmaceutique selon 1' invention pour la 
preparation d'un medicament destine au traitement des tumeurs 
cancereuses, ainsi qu'un procede de traitement therapeutique 
des tumeurs cancereuses, consistant en 1 • administration, en 
particulier par voie parenteral ou intraveineuse, a un 
patient de la composition pharmaceutique selon 1* invention. 

La presente invention concerne egalement 
1' utilisation de la composition pharmaceutique selon 
1' invention pour la preparation d'un medicament destine au 
traitement des reactions inflammatoires, en particulier des 
rhumatismes, ainsi qu'un procede de traitement therapeutique 
des reactions inflammatoires, en particulier des rhumatismes, 
consistant en 1 ' administration, en particulier par voie 
parenterale ou intraveineuse, a un patient de la composition 
pharmaceutique selon 1' invention, en particulier, une 
composition pharmaceutique comprenant un compose selon 
1' invention dans lequel 1' agent therapeutique (M) est le 
methotrexate ou un derive de methotrexate. 

Un autre aspect de la presente invention concerne 
un dispositif de diagnostic et/ou de dosage comprenant le 
compose selon 1' invention, en particulier le compose 
comprenant comme marqueur la coumarine. 
Br6ve description des fiyuraii. 

La figure 1 represente le mecanisme d f action du compose 

selon 1' invention sur son site d' action (S.A. ) 

dans une cellule cible (C.C.). 
La figure 2 represente le mecanisme d* action du compose 

selon 1' invention dans une cellule normale 

(C.N.) . 
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La figure 3 



La figure 4 



La figure 5 



La figure 6 



La figure 7 



La figure 8 



La figure 9 



La figure 10 



represents l'hydrolyse de la 15-Ala-Leu-Ala- 
Leu-daunorubicine dans du milieu conditionne 
de cellules de carcinome mammaire humain 
MCF7/6 (chromatogramme au temps initial (a) et 
apres deux heures d'incubation (b) ) . 
represente l'hydrolyse de la fi-Ala-Leu-Ala- 
Leu-daunorubicine dans du milieu conditionne 
de cellules de carcinome mammaire humain 
MCF7/ADR (chromatogramme au temps initial (a) 
et apres une heure d'incubation (b) ) . 
represente l'hydrolyse de la B-Ala-Leu-Ala- 
Leu-daunorubicine dans du milieu conditionne 
de cellules de carcinome du colon HT29 
(chromatogramme au temps initial (a) et apres 
deux heures d'incubation (b) ) . 
represente 1 ' accumulation de la daunorubicine 
(DNR) a la concentration de 10 ug/ml par des 
cellules MCF7/6 confluentes. 

represente 1 ' accumulation de la N-L-Leucyl- 
daunorubicine (Leu-DNR) a i a concentration de 
10 ug eq. DNR/ml par des cellules MCF7/6 
confluentes. 

represente 1 • accumulation de la A-Ala-Leu-Ala- 
Leu-daunorubicine a la concentration de 10 ug 
eq. DNR/ml par des cellules MCF7/6 
confluentes . 

represente 1' accumulation de la daunorubicine 
(DNR) a la concentration de 10 ug/ml par des 
cellules fibroblastiques MRC5 confluentes. 
represente 1 'accumulation de la N-L-Leucyl- 
daunorubicine (Leu-DNR) a la concentration de 
10 ug eq. DNR/ml par des cellules 
fibroblastiques MRC5 confluentes. 
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La figure 11 represente 1 ' accumulation de la Q-Ala-Leu-Ala- 
Leu-daunorubicine a la concentration de 10 ug 
eq. DNR/ml par des cellules f ibroblastiques 
MRC5 confluentes. 
La figure 12 represente la cytotoxicity de la daunorubicine 
(DNR) , la L-Leu-daunorubicine et la fl-Ala-Leu- 
Ala-Leu-daunorubicine vis-a-vis des cellules 
MCF7/6 maintenues en croissance pendant 72 
heures en presence des anthracyclines . 
La figure 13 represente la cytotoxicity de la daunorubicine 
(DNR) , la L-Leu-daunorubicine et la B-Ala-Leu- 
Ala-Leu-daunorubicine vis-a-vis des cellules 
fibroblastiques MRC5 maintenues en croissance 
pendant 72 heures en presence des 
anthracyclines. 
La figure 14 represente la mortalite des souris NMRI 
femelles apres administration i.p. 5 jours 
consecutifs de la daunorubicine (DNR) aux 
doses totales comprises entre 2.0 et 3.5 
mg/kg. 

La figure 15 represente 1» evolution du poids moyen des 
souris NMRI femelles ayant recu par voie i.p. 
5 jours consecutifs des doses totales de 
daunorubicine comprises entre 2.0 et 3.5 
mg/kg. Les poids sont exprimes en pourcentage 
du poids initial moyen pour chaque groupe. 

La figure 16 represente la mortalite des souris NMRI 
femelles apres administration i.p. 5 jours 
consecutifs de la 13-Ala-Leu-Ala-Leu- 
daunorubicine a des doses totales comprises 
entre 10 et 60 mg/kg. 

La figure 17 represente devolution du poids moyen des 
souris NMRI femelles ayant recu par voie i.p. 
5 jours consecutifs des doses totales de B- 
Ala-Leu-Ala-Leu-daunorubicine comprises entre 
10 et 60 mg/kg. Les poids sont exprimes en 
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pourcentage du poids initial moyen pour chaque 
groupe . 

La figure 18 represente la mortality des souris NMRi 
femelles apres administration i.v. unique de 
1 la daunorubicine (DNRJ a des doses comprises 

entre 10 et 35 mg/kg. 

La figure 19 represente Involution du poids moyen des 
souris NMRI femelles ayant recu par voie i.v. 
des doses de daunorubicine (DNR) comprises 
entre 10 et 35 mg/kg. Les poids sent exprimes 
en pourcentage du poids initial moyen pour 
chaque groupe. 

La figure 20 represente 1 'evolution du poids moyen des 
souris NMRI femelles ayant recu par voie i.v. 
des doses de B-Ala-Leu-Ala-Leu-daunorubicine 
comprises de 30 et 60 mg/kg. Les poids sont 
exprimes en pourcentage du poids initial moyen 
pour chaque groupe. 

La figure 21 represente Involution du poids moyen des 
souris NMRI femelles ayant recu par voie i.v. 
soit une dose de 30 mg/kg de B-Ala-Leu-Ala- 
Leu-daunorubicine, soit deux doses de 30 mg/kg 
chacune deux jours consecutifs. Les poids sont 
exprimes en pourcentage du poids initial moyen 
pour chaque groupe. 

La figure 22 represente la cinetique d'hydrolyse 
enzymatique de la fl-Ala-Leu-Ala-Leu- 
doxorubicine en L-Ala-L-Leu-doxorubicine et L- 
Leu-doxorubicine dans un milieu conditionne 
par des cellules MCF7/6. 
La figure 23 represente 1 ' accumulation de la doxorubicine 
(DOX) a la concentration de 10 ug/ml par des 
cellules MCF7/6 confluentes. 
La figure 24 represente 1 'accumulation de la L-Leu- 
doxorubicine a la concentration de 10 jig/ml 
par des cellules MCF7/6 confluentes. 
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La figure 25 represente 1' accumulation de la fl-Ala-Leu-Ala- 
Leu-doxorubicine a la concentration de 
10 ug/ml par des cellules MCF7/6 confluentes. 
La figure 26 represente 1 'accumulation de la doxorubicine 
5 (DOX) a la concentration de 10 ug/ml par des 

cellules fibroblastiques MRC5 confluentes. 
La figure 27 represente 1 ■ accumulation de la L-Leu- 
doxorubicine a la concentration de 10 pg/ml 
par des cellules fibroblastiques MRC5 
10 confluentes. 

La figure 28 represente 1 • accumulation de la fi-Ala-Leu-Ala- 
Leu-doxorubicine a la concentration de 
10 ug/ml par des cellules fibroblastiques MRC5 
confluentes. 

15 La figure 29 represente la cytotoxicity de la doxorubicin 
(DOX) , de la L-Leu-doxorubicine et de la B- 
Ala-Leu-Ala-Leu-doxorubicine vis-a-vis des 
cellules MCF7/6 maintenues en croissance 
pendant 72 heures en presence desdits derives 
d ' anthracycline . 
La figure 30 represente la cytotoxicity de la doxorubicine 
(DOX), de la L-Leu-doxorubicine et de la B- 
Ala-Leu-Ala-Leu-doxorubicine vis-a-vis des 
cellules fibroblastiques MRC5 maintenues en 
croissance pendant 72 heures en presence 
desdits derives d 1 anthracycline. 
La figure 31 represente la variation de la masse tumorale 
moyenne d'une tumeur mammaire humaine MCF7/6 
implantee chez des souris athymiques au jour 
T-21 en fonction de 1 • administration de 
doxorubicine (DOX) et de G-Ala-Leu-Ala-Leu- 
doxorubicine (super DOX) . 
La figure 32 represente la variation du poids moyen de 
souris (grammes) traitees par 1 ' administration 
de doxorubicine (DOX) et de B-Ala-Leu-Ala-Leu- 
doxorubicine (super DOX) . 



20 
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La figure 33 represente 1- expression du marqueur coumarine 
libre (nombre de m61es de coumarine liberees 
par milligrarae de proteines cellulaires) dans 
des tubes a essai comprenant le compose selon 
1' invention avec des homogenats de cellules 
tumorales, des homogenats de cellules 
transformees et des homogenats de cellules 
normales . 

Paacr i pt i on fTun fl forrmi fl'^cution nrfif6r6« da i M HTtmr1nn 
La presente invention repose sur la decouverte 
inattendue qu'il est possible de rendre un marqueur ou un 
agent therapeutique (M) , en particulier un agent 
therapeutique antitumoral et/ou anti-inflammatoire, inactif 
par la liaison avec un ligand (W-Z) qui inhibe 1' expression 
du marqueur ou empeche la penetration intracellular de 
1' agent therapeutique (M) dans des cellules normales (C.N.) 
et des cellules cibles (C.C.). 

Selon 1' invention, lesdites cellules cibles sont 
des cellules tumorales ou des cellules intervenant dans des 
reactions anti-inflammatoires, en particulier liees au 
rhumatisme, telles que les macrophages, les monocytes, .... 

De maniere inattendue, les cellules cibles (C.C.) 
liberent dans le milieu extracellulaire des enzymes telles 
que des proteases ou des peptidases qui sont susceptibles 
d'hydrolyser selectivement une liaison covalente entre le 
bras (Z) du ligand (W-Z) et le marqueur (M) ou 1' agent 
therapeutique (M) , de maniere a permettre 1' expression du 
marqueur (M) ou la penetration de 1' agent therapeutique (M) 
dans lesdites cellules cibles (C.C). Dans la cellule cible, 
1' agent therapeutique (M) agit soit directement sur son site 
d» action intracellular specif ique (S.A.) ou apres une 
modification sous 1' action de proteases intracellulars, se 
modifie en un autre agent therapeutique (M*) et tue la 
cellule cible (C.C) ou bloque sa proliferation (figure 1). 

Comme les cellules normales ne liberent pas ou peu 
lesdites enzymes in vivo, le compose selon 1' invention est 
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X" C " f " " Pta " re P " dans Us cellules nolMl ~ 

En particulier, 1' expression du marqueur (via on 
intermedial emettant p ar exemple de la luti^e, pe Z 2 
caracteriser ies ceUuIes cancereuses, a.eUora„t ainsi l e 
diaonostlc du cancer, detude de devolution de la tumeur 

Lr?i s e r.. des facteurs secr6t4s - - — 

Le compose decrit dans la presente demande de 
brevet repond a ce mecanisme diction, car il re m P lit le s 
criteres necessaires pour etre administre de maniere 
efficace : 

1. L ' agent therapeutique (M) : 

- possede un site d' action intracellular, 
une haute activite specifique, 

- un groupement chimique permettant une liaison 
covalente avec un ligand (W-Z) ; 

si le groupement chimique requis n'est pas essentiel 
a 1' activite de 1' agent therapeutique (M) , celui-ci 
ne doit pas etre restitue intact apres hydrolyse 
enzymatique de ladite liaison covalente. 

2. La liaison avec le ligand (W-Z) empeche la penetration 
intracellular de 1' agent therapeutique (M) tant dans 
les cellules normales que dans les cellules cibles. 

3. Le compose selon 1' invention reste stable dans le serum 
et dans le sang, et est insensible a 1' action des 
proteinases et peptidases circulantes et associees aux 
globules rouges. 

• La liaison covalente existant entre 1' agent therapeutique 
(M) et le ligand (W-Z) est degradee partiellement ou 
totalement par les enzymes secretees par les cellules 
cibles. 

• La nature du ligand (W- Z ) et sa liaison au marqueur ou 
* 1' agent therapeutique (M) sont determines en fonction 
des enzymes secretees par les cellules cibles. 
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6. Le compose est moins toxique in vivo que 1- agent 
therapeutique de depart. Cette diminution de toxicite 
concerne notamment les effets aigus tels que la toxicite 
medullaire et mucosale, ainsi que la toxicite cardiaque 
ou neurologique eventuelle. 
Derivea d ' ant-hra^] j nnn | 

L* agent therapeutique (M) selon 1 ■ invention peut 
etre un derive d' anthracycline, en particulier la 
doxorubicins la daunorubicine, le 4-epi-doxorubicine, le 4- 
demethoxy-doxorubicine ( Idarubicine ) , le 4'- 
tetrahydropyranyl-doxorubicine (Pirarubicine) , la 

carminomycine, 1 ' esorubicine et la 4 • -iodo-doxorubicine . 

Le ligand (W-Z) est ensuite lie par sa fonction 
carboxylique a l'extrentite a-amino de 1' agent therapeutique. 
Derives ri'anirin f»i ^ m 

L' agent therapeutique antitumoral peut egalement 
etre un derive d'acide folique, en particulier le 
methotrexate (MTX) ou ses derives, tels que la lysine (e- Y )- 
MTX ou la lysine (e-a)-MTX telles que decrites par 
Fitzpatrick et al. (Anti-cancer Drug Design 10, pp. 1-9 e t 
pp. 11-24 (1995)) ou l'aminopterine, en particulier la lysine 
(e-y)-AMPT et la lysine (e-a)-AMPT. 

Le ligand (W-Z) est ensuite lie par sa fonction 
carboxylique a l'extremite a-amino de 1' agent therapeutique. 
Derivea d'alealmrio vi^ 

Les derives d'alcaloldes vinca selon la presente 
invention sont notamment des derives de vinblastine, de 
vincristine, de vindesine et de navelbine. 
A. Liaisnn on r nsi r i Qn i?i 

1. L'acide deacetyl vincristine, qui est forme par 1' addition 
de lysine au groupe amino-e pour obtenir une lysine (e)- 
dAcVCR. Ensuite, le ligand (W-Z) est lie par son 
extremite carboxylique au groupe a-amino de la lysine 
(e)-dAcVCR. 
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2. L'acide deacetyl vincristine peut etre egalement obtenu 
en ajoutant une diamine aliphatique a la vincristine 
(NH 2 -alkyl-NH 2 ) de maniere a obtenir un NH 2 -alkyl-dAcVCR, 
le ligand (W-Z, etant ensuite lie par son extremite 
5 carboxylique au groupe a-amino de la lysine ( G ,-dAcVCR 

Les derives de vinblastine (VBL, et de navelbine 
(5 -noranhydrovinblastine) peuvent etre lies au ligand (W-Z, 
de la m e me man i e re que decrit precedemment pour i. 
vincristine. 
10 B, Liaison en P n g;rff?n f [ 

1. La V 4 -hemiaspartate-vincristine est formee a partir de 
vincristine par liaison de 1'acide aspartique au travers 
de son groupe Y - carboxylique au groupe hydroxyl en 
position 4 de la vincristine (V 4 > . Ensuite, le ligand 

15 (ZW-z est lie par son extremite carboxylique au groupe 

a-amino de la V 4 -hemiaspartate-vincristine. 

2. La V 4 -ly S yl-vincristine est formee a partir de 
vincristine en liant la lysine par son groupe 
a-carboxylique au groupe hydroxyl en position 4 de la 

20 vincristine <V 4 ) . Ensuite, le ligand (W-Z) est lie par 

son extremite carboxylique au groupe a-amino de la V 4 - 
lysyl-vincristine. 

3. La V 4 -lysyl-vincristine est formee a partir de 
vincristine en liant la lysine par son groupe 

25 a-carboxylique au groupe hydroxyl en position 4 de la 

vincristine (V 4 ) . Ensuite, le ligand (W-Z) est lie par 
son extremite carboxylique au groupe e-amino de la lysine 
de la V 4 -lysyl-vincristine. Selon une alternative, le 
ligand (W-Z) peut etre lie a la fois aux groupes a- et 

30 e-amino de la V 4 -ly S yl-vincristine . 

4. La V 4 -J3-Alanyl-vincristine est formee a partir de 
vincristine en liant la B-Alanyl par son groupe 
carboxylique au groupe hydroxyl en position 4 de la 
vincristine (V4) .Ensuite, le ligand (W-Z) est lie par son 
extremite carboxylique au groupe amino de l a S-Alanyl de 
la V 4 -fl-Alanyl-vincristine. 



35 
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Des derives de vinblastine, de vindesine et de 
navelbine peuvent etre lies au ligand (W-z, de la mime 
maniere que decrit ci-dessus pour la vincristine. 
D6riv6, h q ~n11rnfinnn,Tlnii 
5 La N-Acetyl-dimethylhydrazide derivee de 

calicheamycine est obtenue par reaction d'un hydrazide de 
thiol sur la calicheamycine. 

Le ligand (W-Z) est ensuite lie par son extremite 
carboxylique a la N-Acetyl-dimethylhydrazide derivee de 
) calicheamycine. 

P6rjY9B dfl mil-oxanthr-nno, 

Un B-Alanyl derive de mitoxanthrone est prepare par 
liaison de la fonction carboxylique de la fi-Alanyl aux 
chalnes laterales hydroxyl du mitoxanthrone. 

Une mono- ou une bisubstitution est ensuite 
possible. Le ligand (W-Z) est ensuite lie par son extremite 
carboxylique au groupe amino de la B-Alanyl-mitoxanthrone. 
Derive fie ryfn*in» anhi^ jd* fAP& _ n 

Le ligand (W-Z) est lie par son extremite 
carboxylique au groupe amino de la cytosine arabinoside. 

Peri Yea rt'ari6no«iin« »T- a >^ n ft sid» ^ a - ft ) , 

Le ligand (W-Z) est lie par son extremite 
carboxylique au groupe amino de 1 'adenosine arabinoside. 
25 Derives eta finri aT - a >^ ^ ^h^h*^ 

Le ligand (W-Z) est lie par son extremite 
carboxylique au groupe amino du fludarabine phosphate. 
Derives d ft mainh.i.n, 

Le ligand (W-Z) est lie par son extremite 
carboxylique au groupe amino du melphalan. 
D6riv6 « H ^ MftTwriTin 

Le ligand (W-Z) est lie par son extremite 
carboxylique au groupe amino de la bleomycin, de la 
peplomycine ou de la liblomycine. 

35 
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Pari v&m dn mjrr?m | h||| 

Le ligand ( W -Z) est lie par 
carbox^e au groupe ^ e „ posUion ~ n mi »^" 
Dfaiv*.^ Vn , nm[|||||| autoycme. 

' Le ligand (W-Z) e<;t- ha 

Derive n n fnTrnlrlnn 

Wi derive fl-Alanyl de taxol est prepare r,ar 11 • 
de la Wtion c arb o Xylique du fl -M anyl J T^VZlTs 
hydroxyl en position 7 du taxol. laterales 
Le groupe hydroxyl du taxol est reactif 

Ensuite, le ligand (W-Z) est lie par son extremite 
carboxyl ique au groupe a»ino du B-Alanyl-tll 

au deri - T Ugand <W " Z) ^ §tre 116 de parable 
au derive fi-Alanyl-taxotere. 

20 carooxvli ^ ^ ^ ^ U§ ^ S °" extr ^ 

ou de Ta T " 9rOUPS a "" la ° ^ 13 ^—Ptothecine 
ou de la 7-amino-methyl-camptothecine. 



15 



dAi-.-.i* PreS6nte inVenti ° n Sera d6cri te de maniere plus 
d*t llee dans ies exem p les suivants donn , 5 , J 

d illustration non limitative de la presente invention. 
Exemp] a i 

r*„,,- / a L -^^yl-daunorubicine est synthetlsee par 
in dauMrubi =-e -us fe™ de base (DNK) ave c 

carbcxyu,ue est activee par de 11IBCf . 
U S ob utylchloroformlace)i d4procection ^ cr 



Copied from 09879443 on 07/21/2004 



WO 96/05863 



PCT/BE9S/00076 



20 



La DNR sous forme de base est preparee a partir de 
200 mg de chlorhydrate de daunorubicine (R. Bellon) dissous 
dans 500 ul de DMF ( dimethyl fcrmamide, auxquels on ajoute 
1,2 equivalents de de N-Methyle-Morpholine. 
5 1,2 equivalents de Fmoc-N-Leucine {NOVA BIOCHEM) 

sont dissous dans 500 ul de DMF (dimethyl formamide ) , et 1 2 
equivalents de N-Methyle-Morpholine et 1,2 equivalents d'IBCF 
sent ajoutes a -20°C. Apres 15 minutes cette solution est 
ajoutee a celle de la DNR base et le melange est laisse 
) Pendant 16 heures, sous agitation, a 1- abri de la lumi ^ 
La Fmoc-N-L-Leucyl-daunorubicine est precipitee 
dans 150 ml d-un melange 1:1 d'ether et d'ether de petrole 
(40-60°C) puis filtree sur verre fritte n°4. Le produit est 
punfie par chromatographie sur colonne de silice (silice Si- 
60 70-230 mesh de E. MERCK) eluee par du chloroforme. La DNR 
residuelle est eluee par 10% de Methanol. Les fractions 
contenant la FMOC-N-L-Leucyl-DNR sont rotavapees, le produit 
repris dans 500 ul de DMF. La deprotection est realisee en 
a D outant 5 equivalents de diethylamine (LAB SCAN) a -20°C. 

Apres 1 heure la N-L-Leucyl-DNR est precipitee par 
un melange 1:1 d'ether et d'ether de petrole (40-60°C), puis 
filtree sur verre fritte no4 . Le produit est repris dans un 
melange chloroforme/methanol (4:1 en volume) et la 
diethylamine est neutralist par un equivalent d' HC1. 

Le produit est ensuite purifie par chromatographie 
sur colonne de silice (silice Si-60 70-230 mesh de E. MERCK) 
eluee par du chloroforme, puis du chloroforme contenant 158 
de Methanol. Les fractions contenant la N-L-Leucyl-DNR sont 
rotavapees, le produit repris dans de 1- eau distillee et le 
chlorhydrate forme par ajustement du pH a 7 par de 1' HC1 IN. 
Le produit est ensuite filtre sur gel de silice modifie (sep- 
pak CIS de WATERS ) , l e chlorhydrate de N-L-Leucyl- 
daunorubicine est elue par du methanol puis rotavape. Le 
rendement habituel est de 70 a 80?. 
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Formula 



Point 
fusion 
(°C) 



Tr 
HPLC 



L-Leu-DNR 



: 27H 29 NQ 1 n,HCL 



189 



CaiH <n W,0,,.HCT. 



0,31 



0,48 



Rf TLC 



10 Tr HPLC 
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systeme chloroforme : methanol ; eau (120:20- 1 en 
volume) 

: temps de retention par rapport a la doxorubicine 
systeme HPLC : colonne Si-60, eluee par un melange 
chloroforme : methanol : acide acetique . sol 
aqueuse de MgC12 0,3 mM (1440:420:80:60, en 
volume) . 



svnt-h* La ^^^-^^-l-Alanin. est preparee par 
ynthese en phase solide selon la technique de Merrifield 
(The Chemistry of Polypeptides, (P. G . Katsoyannis Ed.,, 
Plenum Press, New-York, pp. 336-361 (1973)). 

Le liganc (W . Z) „ t u - par ^ 
carboxylique au groupement amino de la rhodamine 123. 

Srnthe.fR d» i* H? n -^»-»| f i-r ,f Ti i-r m 

La fl-Ala-Leu-Ala-Leu-DNR est synthetisee par 
greffage de la ^noc-fi-L-Alanyl-L-Leucyl-L-Alanine, prepare 
par synthese en phase solide, 5U r la N-L-Leucyl- 
daunorubicine. 

A la Fmoc-B-L-Alanyl-L-Leucyl-L-Alanine (1 5 
equivalents) dissoute dans la DMF sent ajoutes l' 5 
equivalents (eq.) d e N-methyle-morpholine et 1 s eg 
d'isobutyl chloroformiate. Apres 10 minutes a -20°c, 1 5 eq ' 



Copied from 09879443 on 07/21/2004 



WO 96/05863 



PCT/BE95/00076 



22 

d'HOBT sont ajoutes. Puis apres 5 minutes, 1 eq. de N-L- 
Leucyl-daunorubicine base dissous dans la DMF est ajoute. 
Apres reaction, la Fmoc-fl-Ala-Leu-Ala-Leu-DNR est precipitee 
* 1' ether, puis deprotegee par la diethyleamine . La fi-Ala- 
Leu-Ala-Leu-DNR est purifiee par chromatography sur colonne 
de silice et le chlorhydrate forme par addition d'HCl IN. 

Synttiflffft de la B-A^-l^-a^-t^ pq ^ 

La fi-Ala-Leu-Ala-Leu-DOX est synthetisee par 
greffage de la 8-L-Alanyl-L-Leucyl-L-Alanine, preparee par 
synthese en phase solide, sur la N-L-Leucyl-doxorubicine, tel 
que decrit pour la synthese de la fi-Ala-Leu-Ala-Leu-DNR. 

Dans cette synthese, 1' agent de couplage (isobutyl 
chloroformiate) peut etre omis de maniere a augmenter encore 
le rendement de production du compose selon 1' invention dans 
le cas de formation de fi-Ala-Leu-Ala-Leu-DOX. 



Exanrel* 9 

ttmd a tion <1r la B-Aia-Lau-Aix-T.^u-nm; h*„ s , in miu^ 
20 gondi tiding da cellules a> n»^± nn m 0 m aB m, ntrfl 

La B-Ala-Leu-Ala-Leu-DNR a ete incubee a 37°c 
pendant 2 heures dans du milieu conditionne de cellules 
MCF7/6, concentre 20 ou 4 fois, et le compose ainsi que les 
produits de digestion ont ete extraits a pH 9 et analyses par 
25 HPLC (figure 3) . 



Produit de depart ou 
Metabolite 


Temps 0 


Apres 1 
heure 


Apres 2 
heures 


fl-Ala-L-Leu-L-Ala-L-Leu-DNR 


100 % 


10 % 


2,6 % 


L-Leu-L-Ala-L-Leu-DNR ou DNR 


0 % 


3,0 % 


7,3 % 


L-Ala-L-Leu-DNR . 


0 % 


< 1 % 


< 1 % 


L-Leu-DNR 


0 % 


83 % 


90 % 



35 



FEUILLE DE REPLACEMENT (REGLE 26) 
Copied from 09879443 on 07/21/2004 



WO 96/05863 



PCT/BE95/00076 



23 

II en ressort que la L-Leu-DNR est le metabolite 
majeur de 1 'endopeptidase et que sa formation ) partir de la 
prodrogue est quasi complete apres 1 heure d' incubation a 
37°C. Dans les conditions experimental utilisees, la L-Leu- 
L-Ala-L-Leu-DNR et la DNR ne sent pas suffisamment separees 
pour que l'on puisse af firmer avec certitude que la L-Leu-DNR 
formee s'hydrolyse ensuite plus lentement en DNR. 



ExenrolP 3. 

10 garad a t i on de la fi-aia -Leu-A 7 a-Leu-nny H* na l* m*7f„„ 
cend i fc i onnft de cellules d* e^in^ »„ Trv ,frn HrrV i T 

Quand la B-Ala-Leu-Ala-Leu-DOX est incubee a 37°C 
pendant 2 heures dans du milieu conditionne de cellules 
MCF7/6 concentre 20 fois, on ne retrouve plus corame 

15 metabolite que de la L-Leu-DOX et de la DOX. 



Produit da depart ou 


Tampa 0 


Apres 2 


Metabolite 




heures 


fi-Ala-L-Leu-L-Ala-L-Leu-DOX 


100 % 


23 % 


L-Leu-L-Ala-L-Leu-DOX 


0 % 


< 1 % 


L-Ala-L-Leu-DOX 


0 % 


< 1 % 


L-Leu-DOX 


0 % 


68 % 


DOX 


0 % 


9 % 



25 La fl-Ala-Leu-Ala-Leu-DOX est hydrolysee moins 

rapidement que la prodrogue de la DNR par la ou les 
peptidases secretees par les cellules MCF7/6. Par contre, la 
transformation de la L-Leu-DOX en DOX semble un peu plus 
importante que la transformation de la L-Leu-DNR en DNR. 

30 

ExenrolP A. 

Degradation Cfo la B -Ala -leu -Ala -Leu -DNR efc d* l a H-Al a -r. c »- 

Ala-ieu-POX (fang le gang mwnnfn 

Tout comme la B-Ala-Leu-Ala-Leu-DNR, la fi-Ala-Leu- 
35 Ala-Leu-DOX est stable quand elle est incubee a 37°C dans du 
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sang humain. En effet, moins de 2 % de la prodrogue est 
hydrolysee en L-Leu-DOX apres 2 heures, tandis que les autres 
derives synthetases s'hydrolysent rapidement en presence de 
sang humain (voir tableau 1 ci-dessous) . 
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fflrmPT.YSE PF : PRRTVES PF T.A TOTMOMmTrTre imm, 



ET DE TiA noxoRimTrT]^ fT y )ff) 


COMPOSE 


Sang 
Muaain 


Milieu 
Condition^ 




L-Leu-DN 


R + 




Hydrolyse en DKR 


D-Leu-DM 


R 






diEthyle-JJ -Ala- DM 


R 






L-HorLeu-DNl 


- 






L-Ala-L-Leu-DNI 


+ 




iydrolyse en L-Leu-DKI 


L-Ala-L-Ala-DNJ 


+ 




Hydxolyae en DNR 


L-Ala-L-Ileu-DNF 








I>-Ala-L-NorLeu-DNF 








B-Ala-L-Leu-DNJ 








L-Phe-L-Leu-DN» 




(±) 




L-Ala-L-Ala-L-Leu-DNF 






*ydrolys. en L Leu DOT 


L-NLeu-L-Ala-L-Leu-DNH 




+ 


L-Leu-L-Ala-L-Leu-DNB 








I-AJa-L-Leu-L-Ala-L-Lou-DNP 








L-Ali-L-Leu-Gly-L-Leu-DNB 


+ 


t±> 


Hydrolyae en CNR 


Gly-L-L«u-Gly-L-Leu-DNT 






Succ-L-Ala-L-Leu-DOT 




- 


lydzolyae en L— Leu-DNI 


Succ-L-Leu-L-Ala-L-Leu-DHK 








Succ-L-Ala-L-Leu-L-Ala-L-Leu-DHF 








pGlu-L-AJLa-L-Leu-L-Ala-L-Leu-DOX 






[ydrolyae en L-Leu-DOX 


D-Leu-L-Ala-L-Leu-DNH 


- 


- 


iydrolyae en L-Leu-DNI 










D-Leu-L-Ala-L-Leu-L-Ala-L-Leu-DNF 








D-Leu-D-Ala-L-Leu-L-Ala-L-Leu-DKR 


(♦) 


(♦) 




fl-L-AIa-L-Leu-DNR 








L-NLeu-B-L-Ala-L-Leu-DNR 








B-Ala-L-Aia-L-Leu-DNF 












+ 


ydrolyae en L-Leu-DNI 


B-A±a-L-Leu-L-Ala-L-Leu-DOX 




+ 1 


ydrolyse en L-Leu-DOX 






+ H 


ydroiyse en L-Leu-COl 
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ExemnlP ^, 

Dtmfatlm d» 7* fl- a ),-r..„.z, a -r m r - aB , ^ ?fT mf7ffTTI 
cond i t i nnne da rmime* n a ~,~ 1npa , 0 mamnsi ^ hctt/*™ 

Quand la B-Ala-Leu-Ala-Leu-DNR est incubee a 37°c 
i pendant 1 heure dans du milieu conditionne de cellules MCF7 
resistantes aux anthracyclines (lignee MCF7/ADR) , on ne 
retrouve comme metabolite que de la L-Leu-DNR (figure 4). 

Les cellules MCF7/6, sensibles et resistantes aux 
anthracyclines, secretent toutes deux la ou les proteases 
capables d'hydrolyser le compose selon 1' invention. 

gggr a d a t i ffn de In ft-ftla-ie»-*7fl-r, e »-Dwp w 3ni lw m1l1m 
Gond i t i onna fta reT hiltta d'httmtnmxc**™. »- r q ? 

Quand la A-Ala-Leu-Ala-Leu-DNR est incubee a 37°c 
pendant 2 heures dans du milieu conditionne de cellules 
d'hepatocarcinome HepG2, les metabolites principaux que l'on 
retrouve sont la L-Leu-DNR (27% de la fluorescence totale) 
et la L-Ala-L-Leu-DNR (8%). Le pourcentage d'hydrolyse ne 
peut etre compare entre les cellules de carcinome mammaire 
MCF7 et d'hepatocarcinome HepG2, car le nombre de cellules 
a partir desquelles les milieux conditionnes ont ete 
recuperes, ainsi que les concentrations des milieux 
conditionnes, sont differents. L'analyse qualitative indique 
neanmoins que la ou les peptidase (s) n'est (ne sont) pas 
specif ique (s) des cellules MCF7. 

ExempIP 7, 

Mmd M tirm ds la fl-Ala-£en-;tT a -L«„-rare 7o miUm 

cond i tionne de cellules d» ram-in™* ^ cn1nn ht? q i 

Quand la JJ-Ala-Leu-Ala-Leu-DNR est incubee a 37°C 
pendant 2 heures dans du milieu conditionne, concentre 40 
fois, de cellules de carcinome du colon HT29, les metabolites 
principaux. que l'on retrouve sont la L-Leu-DNR (82% de la 
fluorescence totale) et la L-Leu-L-Ala-L-Leu-DNR et/ou la DNR 
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(3%), tel qu'illustre a la figure 5. 
Exempli h, 



Les cellules du carcinome mammaire humain MCF7/6 
ont ete incubees en presence de B-Ala-Leu-Ala-Leu-DNR a une 
concentration de 10 ug eq. DNR/ml . Apres divers temps, 
1' accumulation des prodrogues et de leurs metabolites 
fluorescents ont ete determines par HPLC apres extraction 
dans produits a pH basique, selon une methode mise au point 
au laboratoire. Les accumulations, exprimes en ug/mg de 
prot6ines cellulaires, ont ete comparees a celles de la DNR 
et de la DOX ainsi qu'a celles des L-Leu-DNR et L-Leu-DOX. 
Les metabolites ont ete identifies par determination des 
temps de retention de produits de reference synthetises au 
laboratoire. 

La DNR s'accumule rapidement dans les cellules 
MCF7/6 essentiellement sous forme inchangee, le maximum 
d' accumulation (± 15 ug/mg de proteines cellulaires) etant 
atteint apres 6 heures d* incubation. L ' accumulation de la DNR 
diminue ensuite jusqu'a 24 heures. Le metabolite principal 
intracellular est le daunorubicinol, resultant de la 
reduction de la fonction cetone de la DNR, en position C13, 
25 par des reductases intracellulars (figure 6) . 

La L-Leu-DNR s'accumule egalement tres rapidement 
par les cellules MCF7/6, mais a des taux moindres et 
1' accumulation atteint un plateau apres 24 heures 
d' incubation, se situant a ± 14 ug/mg de proteines 
30 cellulaires. La DNR se forme intracellulairement de facon 
progressive au cours du temps pour atteindre 14% de la 
fluorescence totale intracellular apres 24 heures 
d' incubation (figure 7). 

La B-Ala-Leu-Ala-Leu-DNR, incubee pendant 24 heures 
35 en presence de cellules MCF7/6, s'accumule sous forme 
inchangee, beaucoup moins que la DNR et que la L-Leu-DNR, le 
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taux d' accumulation n'etant que de ± 1 ug /mg de proteines 
cellulaires (figure 8). Ce sont essentiellement la L-Leu-DNR, 
formee extracellulairement, et la DNR que 1- on retrouve dans 
les cellules apres 24 heures d • incubation . La DNR retrouvee 
intracellulairement represente, apres 24 heures d'incubation, 
environ 40% de la fluorescence totale. 



Tahiti ? 



Concentrations intrarpnm.iro. - n nmrfnit h, 
^Part — L-Leu-DNR Pr hnb nr rAs k hPlirf fi 
d' i nclination des pftiiniA* Mr F 7/fi gnih ayf r 1 n 
Ifl TrLftH-DNR nn la R-ai ,-T. a , r Ai ,-r. B n- nHfl 



Incubation avec 


Produit da 


Leu -DNR 


DNR formea 




depart 


formes 






(ug/mg proteines cellulaires) 


DNR 


14,9 






Leu- DNR 


13,4 




1,5 


fl-Ala-Leu-Ala-Leu-DNR 


0,3 


4,5 


0,9 



Les resultats du tableau 1 indiquent que le passage 
des derives peptidiques de la DNR a travers les membranes 
cellulaires diminue quand la longueur de la chaine peptidique 
augmente, et que la fi-Ala-Leu-Ala-Leu-DNR est un precurseur 
de la Leu-DNR, active extracellulairement. La Leu- DNR liberee 
s'accumule intracellulairement et devient elle-raeme un 
precurseur intracellulaire de la DNR. 



ExemnlP Q 

ACCUmuIflfcion atiir nelluln* n ormal** MRC5 tit* 7g mm. ri* 7* fc- 

ieu-nra ft^ da ia B-Aia-L m -Ai f .-T. m ,. rmPi 

Les cellules de fibroblastes MRC5 ont ete incubees 
en presence de B-Ala-Leu-Ala-Leu-DNR a une concentration de 
10 ug eq. DNR/ml. A divers temps, 1 ' accumulation des 
prodrogues et de leurs metabolites fluorescents a ete 
determinee par HPLC apres extraction des produits a pH 
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basique, selon une methode mise au point au laboratoire. Les 
accumulations, exprimes en ug/mg de proteines cellulaires, 
ont ete comparees a celles de la DNR et de L-Leu-DNR. Les 
metabolites ont ete identifies par determination des temps 
de retention de produits de reference synthetises au 
laboratoire. 

La DNR s'accumule principal ement dans les cellules 
MRC5 sous forme inchangee, et 1 » accumulation atteint un 
Plateau de ± 76 ug/mg de proteines cellulaires apres 6 
heures, le metabolite majeur etant le daunorubicinol (figure 
9 > • 

La L-Leu-DNR s'accumule egalement tres rapidement 
par les cellules MRC5, mais a des taux moindres, et 
1' accumulation atteint un plateau apres 24 heures 
d' incubation, se situant a ± 40 ug/mg de proteines 
cellulaires. Les metabolites principaux sont la DNR ainsi que 
le L-Leu-DNR-OL (figure 10) . 

La A-Ala-Leu-Ala-Leu-DNR, incubee pendant 24 heures 
en presence de cellules MRC5, s'accumule beaucoup moins que 
la DNR et que la L-Leu-DNR, le taux d' accumulation n' etant 
que de ± 3,3 ug/mg de proteines cellulaires (figure 11). 
C'est essentiellement la L-Leu-DNR, formee 
extracellulairement, que l'on retrouve dans les cellules. Son 
accumulation augmente lineairement jusqu'a 24 heures 
d' incubation. 

Ces resultats corroborent ceux obtenus sur les 
cellules MCF7/6, a savoir que le compose JJ-Ala-Leu-Ala-Leu- 
DNR ne rentre pratiquement pas dans les cellules (=300 fois 
moins que la DNR apres 6 heures) et que c'est la L-Leu-DNR 
formee extracellulairement qui s'accumule essentiellement 
dans les cellules MRC5 (tableau 3) . 
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ConcEntrat-ions infr«r»ih.i,<r f «, Pn nmrf ]1it - rt r 
depart T,-T . ftu-DNW pr dnr ,nr^ ff hrnrr , 
d' i nmihnrinn ries r^ini** vnr. a , rof . 1 n 

DNR, Ifl T . -T.PU-PNR on la fi-Ai a -T. 0 n. a1 f ,. T , pn . n ^ 



10 



Incubation avec 


Produit da 


Leu -DNR 


DNR foxnsa 




depart 


formee 






(ug/mg proteinas callulairaa) 


DNR 


77,4 






Leu- DNR 


36,0 




1,3 


& "Ala- Leu-Ala-Leu- DNR 


0,03 


3,1 


0,08 



Dans la lignee tumorale MCF7/6, les taux 
intracellulaires obtenus de DNR apres 24 heures d* incubation 
en presence du compose B-Ala-Leu-Ala-Leu-DNR sont 12 fois 
plus eleves que dans les fibroblastes MRC5. 

Quand les cellules sont incubees en presence de 
Leu -DNR et de DNR, le rapport des taux intracellulaires de 
DNR n'est respectivement que de 0,37 et 0,19. 



S 



ExanmlP ip, 

20 CYtQtQXiC.i tt de la fl-Ala-Lpn-AT^ - Lau-DWR vi«-a-vi« Ho, 
CflllBlffff flTmnrnleg MCF7/6 et nnn^Tp, MRf7|?| 

La cytotoxicite de la prodrogue DNR, de la Leu-DNR 
et de la DNR a ete comparee sur cellules MCF7/6 et MRC5 
maintenues en croissance pendant 72 heures en presence des 

25 divers composes. 

Les cytotoxicity de la fl-Ala-Leu-Ala-Leu-DNR, de 
la L-Leu-DNR et de la DNR ont ete determines sur cellules 
MCF7/6 en croissance dans des boltes a 96 puits, incubees en 
presence de concentrations croissantes des divers composes. 

30 Apres 72 heures, les cellules sont incubees pendant 48 heures 
en absence d' anthracycline et la cytotoxicite est determinee 
par mesure des proteines cellulaires par la technique de 
Bradford. Une gamine de 9 concentrations sont utilisees, 
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allant de 700 ug/ml jusqu'a 0,0035 ug/ml, et chaque mesure 
represente une moyenne et une deviation standard de 
6 valeurs. Les points experimentaux sont ajustes a une courbe 
sigmoide qui permet de calculer le point d' inflexion 
5 correspondant a la dose a laquelle la moitie des cellules 
survivent (IC 50 ) . 

La figure 12 illustre que 1 ' IC 50 de la DNR est de 
0,090 ± 0,004 ug/ml. Pour les cellules incubees pendant 
72 heures en presence de la L-Leu-DNR, l'IC 50 est de 1,30 ± 
10 0,56 ug/ml. Dans le cas de la fi-Ala-Leu-Ala-Leu-DNR, l'ic 50 
est de 22,00 ± 7,31 ug/ml 

La Leu- DNR et la fi-Ala-Leu-Ala-Leu-DNR sont done 
respectivement 14 fois et 244 fois moins cytotoxiques que 
la DNR pour les cellules du carcinome mamraaire humain MCF7/6 
15 maintenues en croissance pendant 72 heures en presence des 
anthracyclines . 

Les cytotoxic! tes de la fi-Ala-Leu-Ala-Leu-DNR, de 
la L-Leu-DNR et de la DNR ont ete determinees sur cellules 
MRC5 en croissance dans des boites a 96 puits, incubees en 
presence de concentrations croissantes des divers composes. 
Apres 72 heures, les cellules sont incubees pendant 48 heures 
en absence d'anthracycline et la cytotoxicity est determinee 
par mesure des proteines cellulaires par la technique de 
Bradford. Une gamme de 9 concentrations sont utilisees, 
25 allant de 700 ug/ml jusqu'a 0,0035 ug/ml, et chaque mesure 
represente une moyenne et une deviation standard de 6 
valeurs. Les points experimentaux sont ajustes a une courbe 
sigmoide qui permet de calculer le point d' inflexion 
correspondant a la dose a laquelle la moitie des cellules 
30 survivent (IC S0 ) . 

La figure 13 illustre que l'IC 50 de la DNR est de 
0,010 ± 0,006 ug/ml. Pour les cellules incubees pendant 72 
heures en presence de la L-Leu-DNR, l'IC 50 est de 1,78 ± 0,23 
ug/ml. Dans le cas de la ii-Ala-Leu-Ala-Leu-DNR, l'IC 50 est de 
35 23,14 ± 4,81 ug/ml . 



20 
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La Leu-DNR et la B-Ala-Leu-Ala-Leu-DNR sont done 
respectivement 172 fois et 2230 fois moins cytotoxiques que 
la DNR pour les cellules f ibroblastiques MRC5 maintenues en 
croissance pendant 72 heures en presence des anthracyclines. 
5 Aussi bien pour les cellules tumorales que pour les 

cellules f ibroblastiques, le precurseur de la DNR est 
beaucoup moins toxique que le compose parent. II reste a 
determiner si cette diminution de toxicite observee in vitro 
s' observe egalement in vivo. 

10 

Exempli 1 1 . 

Toxicite aiemm in vivn 

La toxicite aigue de la fi-Ala-Leu-Ala-Leu-DNR a ete 
comparee a celle de la daunorubicine sur souris. Dans 1' etude 

15 in vivo de la toxicite aigue d'un medicament, la 
determination de la dose letale 50 (dose letale pour 50% des 
animaux ou LD 50 ) occupe une place importante. Malgre le fait 
qu'elle ne represente pas une constante biologique, elle 
donne des indications sur la toxicite aigue du produit 

20 injecte. La LD 50 est un test simple ou des quantites 
croissantes du produit a tester sont administrees par voie 
intraveineuse (i.v.) en une injection unique et par voie 
intraperitoneale (i.p.) en 5 injections, une injection par 
jour pendant 5 jours consecutifs. La mortalite des animaux 

25 est suivie en fonction du temps. A la fin de la periode 
d' observation, habituellement 30 jour, le valeur de la LD 50 
est obtenue par regression lineaire du pourcentage de 
mortalite (sur echelle probit) en fonction du loga'rithme de 
la dose administree (0. K. Chan and A. W. Hayes, Principles 

30 and methods for acute toxicity and eye irritancy, dans 
Principles and methods of toxicology, second edition. Ed. by 
AW. Hayes. Raven Press. New-York, USA (1989), pp. 169-220; 
D. Deprez-De Campeneere and A. Trouet. DNA-Anthracycline 
Complexes. I. Toxicity in mice and chemotherapeutic activity 

35 against L1210 Leukaemia of Daunorubicin-DNA and Adriamycin- 
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DNA, Eur. J. cancer, 16 (1980), Pp . 981 _ 986; „. E . skipper 
L. H. Schmidt, A. Goldin and J. M. Venditti. A manual on 
quantitative drug evaluation in experimental tumor systems, 
Cancer Chemother. Rep. 17 (1962), pp. 1-178). 

5 1I4 , ,. ° anS 16 C3S °* la LD « "'est p as atteinte, 

1 evolution des poids joumaliers des souris donne egalement 

une indication sur la toxicite aigue des produits 
administres. 

10 I. Materiel nt^^hrrfrT 

La toxicite aigue de ces deux drogues a ete etudiee 
par lea voies i.v. et i.p. sur une seule souche de souris 
Les souris NMRi femelles (non consanguines IOPS-Han, 
d' environ 5 semaines et d'un poids moyen de 14,6 grammes, 
provenant d' IFFA-CREDO Belgique) sent restees en quarantaine 
pendant une semaine. A la veille du jour des injections, 
elles ont ete distributes en groupes de 5 (fi-la-Leu-Ala-Leu- 
DNR) et de 7 (DNR, par dose a injecter; leur poids a ete 
repris (environ 22 grammes en moyenne) . 
20 Les inactions ont ete effectuees systematiquement 

le matin (injection unique dans la veine caudale pour les 
i.v. et injections 5 jours consecutifs dans le peritoine pour 
les i.p.,, en utilisant des seringues de 1.0 ml et des 
aiguilles 30G (i.v.) et 27G (i.p.) steriles. Toutes les 
25 manipulations d'animaux ont ete effectuees avec des gants et 
l'entretien des animaux a ete effectue systematiquement 
chaque semaine. 

La fl-Ala-Leu-Ala-Leu-DNR a ete injectee par voie 
i.v. aux doses de 30, 60 et 120 mg/kg et par voie i.p. aux 
30 doses totales de 10, 15, 20, 25, 30, 45 et 60 mg/kg. Sur deux 
groupes supplementaires, la A-Ala-Leu-Ala-Leu-DNR a ete 
reinjectee par voie i.v. aux doses totales de 30 et 60 mg/kg 
en respectivement une et deux injections consecutives a 30 
rag/ kg . 

35 La DNR a 6te injectee par voie i.v. aux doses de 

10, 15, 20, 25, 30 et 35 mg/kg et par voie i.p. aux doses de 
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2,0; 2,5; 3,0 et 3,5 mg/kg. 

Les solutions de fl-Ala-Leu-Ala-Leu-DNR et de la DNR 
ont ete realisees dans du NaCl physiologique de telle sorte 
que le volume injecte corresponde a 0,1 ml pour 10 grammes 
5 de souris. Les concentrations des solutions ont ete verifiees 
par spectrophotometrie. 

A partir du jour des injections (JO), les souris 
ont ete suivies cliniquement, avec un releve journalier des 
souris mortes. Le poids des souris a ete mesure presque tous 

10 les jours. La periode d' observation a ete prolongee au-dela 
du mois, afin de mieux reperer les signes de toxicite 
tardive. A la fin de 1' etude, les souris survivantes ont ete 
sacrifies, selon les normes de 1 ■ experimentation animale (D. 
B. McGregor. Ethics in experiments on animals, dans 

15 Experiments in toxicology, first edition. Ed. by D. Anderson 
and D. M. Conning. The Royal Society of Chemistry and The 
Universities Press. Belfast, Ireland (1988), pp. 512-522). 

2. Result At* 

20 Toxicite par role infr aP <SHMn^7o 

Tel qu'illustre a la figure 14, en ce qui concerne 
la DNR, une toxicite importante est observee en fonction de 
la concentration, toxicite qui se manifeste par la mortalite 
des souris, a partir du jour 7 a la dose de 3,5 mg/Jcg (1 

25 souris morte sur 7), a partir du jour 9 a la dose de 3,0 
mg/kg (2 souris mortes sur 7) et a partir du jour 11 aux 
doses de 2,5 et 2,0 mg/kg (respectivement 2 et 1 souris 
mortes sur 7) . 

Aucune souris ne survit au jour 12 (dose de 3,5 

30 mg/kg), au jour 19 (dose de 3,0 mg/kg) et au jour 29 (dose 
de 2,0 mg/kg). La seule souris survivante au jour 43 est une 
de celles injectees a la dose de 2,5 mg/kg. Ces resultats 
confirment ceux decrits precedemment (D. Deprez-De Campeneere 
and A. Trouet. DNA-Anthracycline Complexes. I. Toxicity in 

35 mice and chemotherapeutic activity against L1210 Leukaemia 
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oftounorubicin-DM and A d ri* aycin - DNAi Eur . ^ Q 
(1980), pp. 981-986) . 

La figure 15 indique que quelle que soit la dose 
adnunistree, les souris accusent une perte de poids qui 
attest 30* du poid S initial. Cette perte de poids Tst 
generalement irreversible, sauf pour une souris traitee a 2 5 
mg/kg, qui a recupere son poids initial au jour 30 

Quand la fl-Ala-Leu-Ala-Leu-DNR est administree par 
voxe ..p. pendant 5 jours consecutifs a des doses totales 
comprises entre 10 et 45 mg/kg, aucune mortality n'est 
observee. A la dose de 60 mg/kg, 2 souris meurent au j our 22 
et une troisieme au jour 35 (figure 16). 

Aux doses totales comprises entre 10 et 45 mg/kg 
aucune perte de poids n'est observee, mais plutfit un gain 
pcnderal de ± 40% en 40 jours (f igure 17) . L . analyse des 
courbes de poids ne demontre pas de difference significative. 
Par centre, a la dose de 45 mg/kg, le poids moyen des souris 
est stable pendant les 7 premie rs jours, puis 1 ' augmentation 
de poids n'.tt«int que 20% au cours des 30 jours suivants. 
A la dose totale de 60 mg/kg, le poids moyen des souris 
durtinue de ± 15% en 15 jours. Les deux souris survivantes ne 
recuperent leur poids initial qu'au jour 36 (figure 17). 

Ces donnees indiquent que la dose de 60 mg/kg de 
B-Ala-Leu-Ala-Leu-DNR est proche de la LD 50 , et que done, la 
25 fl-Ala-Leu-Ala-Leu-DNR est au moins 30 fois moins toxique que 
la DNR, en terme de toxicite aigue apres administration i. p., 
5 jours consecutifs. 



30 



Toxic i ty p a r to in fr^r aye in 0 „««, 

Tel qu'illustre a la figure IB, en ce qui concerne 
la DNR donnee par voie i.v. en administration unique a des 
souris NMRI femelles, aucune mortalite n'est observee aux 
faibles doses (10, 15 et 20 mg/kg). A 25 mg/kg, 6 souris 
meurent respectivement aux jours 12, 17, 20, 28, 34 et 42. 
Aux concentrations plus elevees de DNR, la mortalite commence 
le jour 7 (1 souris sur 7 a la dose de 30 mg/kg) et au jour 
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6 (2 souris sur 7 * l a dose de 35 mg/kg) . Ces resultats sent 
conformes A ceux decrits precedemment (D. Deprez-De 
Carapeneere and A. Trouet. DNA-Anthracycline Complexes. I. 
Toxicity in mice and chemotherapeutic activity against L1210 
Leukaemia of Daunorubicin-DNA and Adriamycin-DNA, Eur. J. 
Cancer, 16 (1980), pp. 981-986). 

Les resultats de la figure 19 indiquent que la 
perte ponderale moyenne est maximale au jour 7 et est 
d'autant plus importante que la dose administree est elevee. 
les souris survivantes aux doses de 30 et 35 mg/kg ne 
recuperent pas leur poids initial 30 jours apres 1' injection 
i.v. de la DNR. 

Quand la fi-Ala-Leu-Ala-Leu-DNR est administree pour 
voie i.v. a la dose de 30 mg/kg, aucune mortalite n'est 
observee, et le poids moyen des souris augmente de ± 40% en 
40 jours (figure 20). Le poids moyen des souris a la fin de 
1' experience est similaire a celui observe a la meme dose de 
fl-Ala-Leu-Ala-Leu-DNR administree par voie i.p. Par contre, 
a la dose de 60 g/kg, 2 souris meurent endeans les 5 minute 
apres 1' injection. Cette mortalite peut etre due a une 
hypervolemic suite a 1' injection beaucoup trop rapide du 
produit. Les 3 souris survivantes, apres un leger 
amaigrissement jusqu'au jour 2, ' recuperent leur poids 
initial, puis augmentent de poids (± 30% en 40 jours) . A la 
dose de 120 mg/kg, les 5 souris meurent endeans les 7 minutes 
suivant 1' injection, avec des signes cliniques de toxicite. 

Quand la A-Ala-Leu-Ala-Leu-DNR est administree pour 
voie i.v. a la dose totale de 60 mg/kg, fractionnee en deux 
injections i.v. de 30 mg/kg chacune, deux jours consecutifs, 
aucune mortalite n'est observee. II n'y a pas de difference 
dans Involution du poids moyen des souris ayant recu 1 fois 
30 mg/kg et celles ayant recu 2 fois 30 mg/kg de fl-Ala-Leu- 
Ala-Leu-DNR (figure 21) . 
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Les resultats obtenus permettent de conclure que 
tant par voie intraveineuse que par voie intraperitoneal, 
la fl-Ala-Leu-Ala-Leu-DNR a one toxicite aiguS beaucoup moins 
5 elevee que cell, de la DNR, en terme de letalite. Ces 
resultats confirment la reduction de toxicite du derive 4- 
Ala-Leu-Ala-Leu-DNR. 

Des experiences identiques a celles decrites ci- 
^ dessus ont ete realisees avec des derives de doxorubicin . 

ExemnlP 

Ala - T ^'ll-Pf??f, 

Les cellules du carcinome mammaire humain MCF7/6 
et de la lignee de fibroblastes humains MRC5 ont ete incubees 
en presence de fl-Ala-Leu-Ala-Leu-DOX a une concentration de 
10 ug eq. DOX/ml. Apres divers temps, 1 ' accumulation des 
prodrogues et de leurs metabolites fluoresces a ete 
determinee par HPLC apres extraction des produits a pH 
basique, selon une methode mise au point au laboratoire. Les 
accumulations, exprimes en ug/mg de proteines cellulaires, 
ont ete comparees a celles de la DOX et de L-Leu-DOX. Les 
metabolites ont ete identifies par determination des temps 
de retention de produits de reference synthetises au 
laboratoire. 

La DOX s'accumule principalement dans les cellules 
MCF7/6 essentiellement sous forme inchangee, et apres 6 
heures, un taux intracellular de 6,9 ug/ mg de proteines 
cellulaires est atteint (figure 23). 
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5 





Accumulation aprea 6 h 
(yg/mg prot. cellulaires) 


ic 50 

(ug/ml) 


fiA-L-A-L- 
DOX 


Leu-DOX 


DOX 


(72 h) 


MCF7/6 DOX 






6,90 


0, 0025 


Leu-DOX 




1,10 


0,25 


0, 02 


fiA-L-A-L-DOX 


0,10 


0, 65 


0,22 


3,0 


MRC5 DOX 






11,20 


0,018 


Leu-DOX 




1,40 


0,30 


0,3 


fiA-L-A-L-DOX 


0,10 


0,10 


0,01 


120 



La Leu-DOX et la B-Ala-Leu-Ala-Leu-DOX s ' accumulent 

10 respectivement 6 fois et 69 fois moins que la DOX apres 6 
heures. Intracellulairement, les taux de DOX sont 31 fois 
moins eleves apres incubation des cellules en presence de fi- 
Ala-Leu-Ala-Leu-DOX (figures 24 et 25) . 

Dans les cellules de fibroblastes MRC5, incubees 

15 pendant 6 heures en presence des anthracyclines a la 
concentration de 10 ug eq. DOX/ml, la DOX s'accumule 
essentiellement sous forme inchangee et 1 ' accumulation 
atteint un taux de ± 11,2 ug/mg de proteines cellulaires 
apres 6 heures (figure 26). 

20 La L-Leu-DOX s'accumule a des taux moindres, 

1 ! accumulation atteignant 1,4 ug/mg de proteines 
cellulaires. Le metabolite principal est la DOX (0,3 ug/mg 
de proteines cellulaires) (figure 27) . 

La fl-Ala-Leu-Ala-Leu-DOX s'accumule 112 fois moins 

25 que la DOX apres 6 heures. Intracellulairement, les taux de 
DOX sont 1100 fois moins eleves apres incubation des cellules 
en presence de fl-Ala-Leu-Ala-Leu-DOX (figure 28) . 

Ces resultats montrent qu'en tant que telle, la JJ- 
Ala-Leu-Ala-Leu-DOX ne rentre pratiquement pas dans les 

30 cellules, et qu'elle doit prealablement etre hydrolysee dans 
le milieu exterieur sous forme de Leu-DOX avant de rentrer 
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dans les cellules oil intracellulairement la Leu-DOX peut 
ensuite generer la DOX (figure 22) . 

Ces resultats montrent egalement que les taux 
intracellulars de 1' agent therapeutique activf sont deux 
5 fois plus eleves dans les cellules normales que dans les 
cellules tumorales dans le cas de la DOX. Par contre, dans 
le cas de la ii-Ala-Leu-Ala-Leu-DOX, les taux intracellulars 
de DOX sont 22 fois plus eleves dans les cellules tumorales 
MCF7 comparativement aux cellules non tumorales MRC5. 

10 

ExpmnlP TV 

Cytotoxic i ty 1n vitro Tis-d-yig d»* n*ri»i»* tnrj/e 

et dES cellules non hmoralaa Mgr"> 

Les cytotoxicity de la B-Ala-Leu-Ala-Leu-DOX, de 

15 la L-Leu-DOX et de la DOX ont ete determinees sur cellules 
MCF7/6 et MRC5 en croissance dans des boites a 96 puits, 
incubees en presence de concentrations croissantes des divers 
composes. Apres 72 heures, les cellules sont incubees pendant 
48 heures en absence d* anthracycline et la cytotoxicity est 

20 determinee par mesure des proteines cellulaires par la 
technique de Bradford. Une gamme de 9 concentrations sont 
utilisees, allant de 700 ug/ml jusqu'a 0,0035 ug/ml, et 
chaque mesure represente une moyenne et une deviation 
standard de 6 valeurs. Les points experimentaux sont ajustes 

25 a une courbe sigmolde qui permet de calculer le point 
d' inflexion correspondant a la dose a laquelle la moitie des 
cellules survivent (IC 50 ) . 

Le tableau de l'exemple 12 reprend les IC 50 qui 
sont respectivement de 0,0025, 0,020 et 3,0 ug/ml 

30 respectivement pour la DOX, la L-Leu-DOX et la fi-Ala-Leu-Ala- 
Leu-DOX pour les cellules du carcinome mammaire humain 
MCF7/6. Pour les cellules de la lignee de fibroblastes 
humains MRC5, les valeurs sont respectivement de 0,018, 0,30 
et 120 ug/ml. 

35 Ces resultats indiquent que la Leu-DOX et la B-Ala- 

Leu-Ala-Leu-DOX sont respectivement 8 fois et 1000 fois moins 
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cytotoxiques que la DOX pour les cellules du carcinome 
mammaire humain MCF7/6 f ibroblastiques maintenues en 
croissance pendant 72 heures en presence des anthracyclines . 
En ce qui concerne les cellules MRC5, la Leu-DOX et la fl-Ala- 
Leu-Ala-Leu-DOX sont respectivement 17 fois et 6700 fois 
moins cytotoxiques que la DOX pour les cellules maintenues 
en croissance pendant 72 heures en presence des 
anthracyclines. 

La fl-Ala-Leu-Ala-Leu-DOX est 40 fois plus toxique 
pour les cellules tumorales MCF7 que pour les cellules non 
tumorales MRC5. Ceci est a mettre en relation avec les taux 
intracellulaires plus importants de DOX qui ont ete observes 
dans les cellules MCF7 incubees en presence de B-Ala-Leu-Ala- 
Leu-DOX (figures 29 et 30). 

Le compose est generalement caracterise par une 
plus grande activate sur les modeles de tumeurs solides (par 
exemple par injection des cellules tumorales par voie sous- 
cutanee) que sur les modeles de type "leucemique" obtenus 
apres injection intraveineuse des cellules tumorales. 

Les cellules tumorales injectees par voie sous- 
cutanee forment une tumeur solide a l'endroit de 1' injection 
et la concentration locale des hydrolases secretees par ces 
cellules restera importante. Quand les cellules tumorales 
sont injectees par voie intraveineuse, les hydrolases 
qu'elles secretent seront imraediatement diluees dans le flux 
sanguin. 



F.xpnmlP Id. 

TaxinitA ai^a in vivn. 

.30 En outre, 1* administration de la fi -Ala-Leu-Ala -Leu- 

DOX a des souris athymiques auxquelles on a implante une 
tumeur mammaire humaine MCF7/6 reduit 1' evolution de la 
tumeur cancereuse (figure 31) sans affecter de maniere 
importante le poids moyen des souris traitees (figure 32) . 

35 Ces experimentations ont ete faites selon les 

protocoles decrits dans 1' exemple 11. 
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Les Inventeurs ont egalement caracterise la (les) 
protease ( S ) secreteefs, dans le milieu extracellulaire de 
cellules de carcinoid mammaire humain qui peut (peuvent) 
hydrolyser la U-Ala-Leu-Ala-Leu-DOX. II se confirme que cette 
5 (ces) protease(s) ne correspond (ent) a aucune protease 
decrite jusqu'a present. 

En effet, 1' enzyme nomme provisoirement "COUM" est 
une metalloprotease inhibable par les chelateurs de metaux 
tels que 1 ' EDTA et necessite pour son activite 1'ion cobalt 
D Son P H optimum se situe entre 7,5 et 8,0, ce qui exclut que 
ce soit une cathepsine. 

Par chromatographie a haute performance et par 
electrophcrese en presence de sulfate de lauryle, plusieurs 
bandes de poids moleculaire plus eleves que 70 kD sont 
> observees. 

La figure 33 represente la mesure de 1' expression 
de la coumarine dans des tubes a essai comportant le compose 
selon 1- invention dans des homogenats de cellules tumorales 
(de cancer du poumon, du sein, des ovaires, ...), de 
' cellules transferases {lignee de cellules normales 
immortalisees mais non cancereuses) ainsi que de cellules 
normales (f ibroblastes et cellules musculaires) . 

II est done possible, en utilisant le compose selon 
1' invention, de diagnostiquer par l» expression du marqueur 
des tumeurs cancereuses, et d'ameliorer ainsi le diagnostic 
du cancer, 1- etude de 1» evolution de la tumeur, le dosage des 

facteurs secretes par les cellules tumorales 

Le compose selon 1' invention peut Stre inclus dans 
un dispositif de diagnostic et/ou de dosage comprenant 
differents reactifs bien connus de 1' Homme du Metier. 

Le dispositif de diagnostic de 1 • invention peut 
gtre utilise dans un procede de diagnostic et/ou de dosage 
hystologique ou biochimique comprenant le prelevement chez 
un patient de tissus, de cellules ou d'un liquide 
physiologique, leur mise en contact avec le compose selon 
1' invention dans des conditions permettant !• expression du 
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marqueur libre (impliquant eventuellement un ou plusieurs 
r^actifs intermediaires) et la detection et/ou la 
quantification du marqueur libere. 
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REVEMPTCATTnHfi,, 

1. Compose (W-Z-M) comprenant un element (M) choisi 
parmi le groupe constitue par les marqueurs et les agents 

5 therapeutiques possedant un site actif intracellulaire 
(S.A.), lie a un ligand (W-Z) , comprenant un bras (Z) lie a 
un groupement terminal (W) , caracterise en ce que la liaison 
entre le bras (Z) du ligand (W-Z) et 1' element (M) empeche 
la penetration intracellulaire du compose (W-Z-M) et/ou 

10 inhibe 1' expression du marqueur (M) , en ce que ladite liaison 
est clivable selectivement par des facteurs secretes par des 
cellules cibles de maniere a permettre 1* expression du 
marqueur (M) ou la penetration de 1' agent therapeutique (M) 
dans lesdites cellules cibles, et en ce que le groupement (W) 

15 assure la stabilite du compose (W-Z-M) dans le serum et le 
sang circulant. 

2. Compose selon la revendication 1, caracterise 
en ce que le groupement terminal (W) est choisi parmi le 
groupe constitue par les acides amines non presents chez les 

20 mammiferes ou un groupement succinyl. 

3. Compose selon la revendication 2, caracterise 
en ce que le groupement terminal (W) est la Q-Alanine de 
formule : 

NH 2 - CH 2 - CH 2 - COOH 
25 4. Compose selon l'une quelconque des 

revendi cations precedentes, caracterise en ce que la liaison 
entre 1' element (M) et le bras (Z) du ligand (W-Z) est un 
lien peptidique. 

5. Compose selon l'une quelconque des 
30 revendi cations precedentes, caracterise en ce que le bras (Z) 

du ligand (W-Z) est un peptide constitue d'au moins deux 
acides amines eventuellement substitues. 

6. Compose selon la revendication 5, caracterise 
en ce que le bras (Z) du ligand (W-Z) est choisi parmi le 

35 groupe constitue par les sequences peptidiques suivantes : 
L-Leucyl-L-Alanyl-L-Leucyl-, L-Leucyl-L-Alanyl-, L-Alanyl-L- 
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Leucyl-L-Phenylalanyl-, L-Alanyl-L-Leucyl- . 

7. Compose selon l'une quelconque des 
revendi cations precedentes, caracterise en ce que les agents 
therapeutiques sont des agents therapeutiques antitumoraux 
et que les cellules cibles sont des cellules tumorales. 

8. Compose selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 6, caracterise en ce que les agents 
therapeutiques sont des anti-inf lammatoires et que les 
cellules cibles sont des macrophages ou des monocytes. 

9. Compose selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que 1* agent 
therapeutique (M) est choisi parmi le groupe constitu6 par 
les anthracyclines, les derives d'acide folique, les 
alcaloldes vinca, la calicheamycine, le mitoxanthrone, les 
cytosine arabinosides (ARA-C) ou adenosine arabinosides (ARA- 
A) , le fludarabine phosphate, le melphalan, la bleomycine, 
la mitomycine, la L-canavanine, les taxoldes, la 
camptothecine et leurs derives, en particulier le 
TOPOTECAN ® (hydrochlorure de 9-dimethylaminomethyle-10- 
hydroxy camptothecine}, les derives de fluorochromes, en 
particulier la rhodamine 123, et leurs derives, 
eventuellement lies a un acide amine substitue ou non. 

10. Compose selon la revendication 9, caracterise 
en ce que 1' agent therapeutique (M) est la doxorubicine ou 
la daunorubicine, eventuellement liees a un acide amine 
substitue ou non. 

11. Compose selon la revendication 10, caracterise 
en ce que 1' agent therapeutique correspond a la formule 
general e 




1 

CH-CH 2 -CH-CHOH-CH-CHj 

" - R 2 
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dans laquelle : 

~ R| est un atome d'hydrogene ou un groupement OH, 

- R est an atome d'hydrogene ou un radical de formule 



25 



dans laquelle : 
R 3 est un atome d'hydrogene ou un radical alkyle, 
eventuellement substitue, 

R 4 represente un atome d'hydrogene ou forme avec R 3 un 
radical alkylene comportant 3 ou 4 atomes de carbone. 

12. Compose selon la revendication 11, caracterise 
en ce que R 2 est un radical de formule 
CH 3 

CH 2 CH < 



- CO - (leucyle) 



CH,' 



^-CH 2 ch CO- (phenylalanine), 

NH 2 



ou un de leurs isomeres. 

13. Composition pharmaceutique comprenant le 
compose selon l'une quelconque des revendications precedentes 
1 a 12 et eventuellement un adjuvant ou vehicule 
pharmaceutique acceptable. 

14. Utilisation de la composition pharmaceutique 
selon la revendication 13, pour la preparation d'un 
medicament destine au traitement des tumeurs cancereuses. 

15. Procede de traitement therapeutique de tumeurs 
cancereuses, caracterise en ce gu'il consiste en 
1' administration de la composition selon la revendication 13 
a un patient. 
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16. Utilisation de la composition pharmaceutique 
selon la revendication 13 pour la preparation d'un medicament 
destine au traitement des reactions inf lammatoires, de 
preference des rhumatismes. 
5 17. Procede de traitement therapeutique de 

reactions inf lammatoires, notamment de rhumatisme, 
caracterise en ce qu'il consiste en 1 ' administration de la 
composition selon la revendication 13 a un patient. 

18. Compose selon l'une quelconque des 
10 revendications 1 a 6, caracterise en ce que le marqueur est 

choisi parmi le groupe constitue par la coumarine, la 7- 
amido-4-trifluoromethyle coumarine, la paranitroanilide, la 
fi-naphtylamide et la 4-methoxy-S-naphtylamide . 

19. Dispositif de diagnostic et/ou de dosage 
15 comprenant le compose selon l'une quelconque des 

revendications 1 a 6 ou selon la revendication 18. 
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i' document ckQnisiant l'ttat general dc U lechnque, non 

!* documem^anuineur. mais public 1 la dale dc (ttpot international 
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-/-- 
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vol. 23, WASHINGTON US, 
pages 1166-1170, 

M. MASQUELIER ET AL. 'AMINO ACIDS AND 
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1. fX] Le. revendications n" 1,2,4-5,7-8,13-17,19 

« rapportent a dec parties de la demande internationale qui n< 
qu'une recherche significative puissc etre tf ■ • 

voir annexe s.v.p. ! 



..□u,„ 



ll des revindications dependantes et ne sont pas redigies conformemenl aux disposition* de la deuxieme et 
troisieme phrases de la regie 6.4.a). p acuweme et 



Cadre II Observations ■ lorsquH , a absence d'unite de I'invention (suite du point 2 de ia premiere fcuille) 



L'administralion charges de la recherche 



re plusieurs inventions dans la demande Internationale, a 



Q Comme toutes les taxes additionnelles ont etc payees dans les delais par le deposant, le present rapport de 
international* port* sur toutes les revendications pouvant faire I'objel d'une recherche. 

2 ' ^ !?,«Tr!r-, t0U< *f r ^" Cilet , , POr ^ SUr leI "indications 9ui s> pretaient ont pu etre efTectuees sans effort particulier 
justifiam une tajce addiuonnclle. I'adrrunistrauon na loUicite le paiement d'at«-"«» »~ a- ~ H 



□ 



^ : «n^^^ nt J^ it ^ itUl,!men " 1 " 1 taXe, """'i 0 '"*"" °«™ndees » «* P»yee dans les detail par le deposant, le present 
I.?«vend1<^rr)':' n * " ^ revendicui ° m P° m "e'R""" l« ont ete payees, a savoir 



de recherchi 



addiiionnelle demandee n a ete payee dans les delais par le deposant. En consequence, le present rapport 
■nurnauonil. n. po rte que tur I'invention mentionnee en premier lieu dans les revendicationi; elle est 



| [ Les taxes additionntUes ctaient accompagnees dui 
| | Le paiement des taxes additionnelles n'etait assorti 
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